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Prezenta lucrare reprezinta contributis adusa de colectivul disciplinei
r}noastre la realizarea temei de cercetare a facultitii de farmacie (contrac-
b tatd cu Intreprinderea de Produse Cosmetice .. Farmee* din Cluj-Napoca),
s¢avind ca titlu: Testarea actiunii farmacotoxicologice si fitochimice a
y coryl-aluminiu-polifenolatului, o substantd de baza in realizarea unor
1..produse cosmetice, pe baza de extracte vegetale, sub forma de compusi
1 metalici.

Ipoteza de lucru

In lucrarea noastrd, ne-am propus sd urmarim prin tehnici citogene-
$i-tice, actiunea coryl-aluminiu-polifenolatului asupra cromozomilor de sobo-
I lani. administrind substanta testata, zilnic timp de doua saptamini, in doze
> de 1% si, respectiv, 5" din DLy,

Material si metodd

Conform ipotezei de lucru, am a'es 30 de sobolani Wistar, tineri, de
g:ambele sexe, cu o greutate corporala cuprinsa intre 50 si 85 g, proveniti
b de la biobaza I.M.F. Tirgu-Mures, pe care i-am impartit in 3 loturi:

a) Lotul martor, format din 10 sobolani, care au fost ingrijiti si hra-
aniti in cadrul biobazei; lotul a cuprins 5 masculi (sublotul MM) si 5 fe-
psmele (sublotul MF). -

b) Lotul C—1, alcatuit din 10 sobolani, 5 masculi (sublotul CM—1)
2si 5 femele (sublotul CF—1) la care s-a a_dmiqistrat zilnic pe cale bucala
)) (cu pipete) sol. de coryl-aluminiu-polifenilat in concentratie de 1% din
IDLs.

Joc) Lotul C—5, format din 10 sobolani. 5 masct_xli (sublot_ul CM'TS) si
as femele (sublotul CF—S5). la care s-a administrat, in acel?asl c_ond);u_ tot
$2 saptamini, sol. coryl-aluminiu-polifenolat, dar in dozd mai mare, de
35% din DL-_,o.

La 24 ore dupa ultima administrare a substantei testate, animalele
sau fost sacrificate. Pentru studiile citogenetice sobq]gmlor din cele 3 lo-
ssturi 1i s-a administrat, cu 2,5 ore inainte de sacrificare. pe cale intra-
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peritoneala, cite 0,5 ml la 100 g greutate animal, din solutia de colchicina
(Serva) 0,025% (dilutia s-a facut in apéa distilata).

Tehnica de prelucrare a materialului a avut la baza metoda descrisa
de E.H.R. Ford si D.H.M. Wolliam (vezi Citogenetica de P. Raicu si colab .
1974, p. 251).

Colorarea metafazelor s-a facut cu sol. Giemsa proaspat diluata, in
proportie de 5 40 cc, timp de 20 minute.

Materialul utthzat pentru studiul cariologic a fost maduva rosie hema-
togend prelevata din oasele femurale. De la fiecare animal de experienta
s-au intins 5 frotiuri care, dupa colorare, au fost examinate la microsco-
pul cu imersie si microfotografiate. S-au citit si inregistrat pe tabele, de
la fiecare animal, un numair de 35—-45 metafaze.

Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute in experiment au fost evaluate deopotriva, atit
la examenul microscopic cu obiectiv de imersie, cit si pe microfotografiile
executate in acest scop.

S-au urmarit doud grupe de aberatii cromozomiale:

1. Aberatiile cromozomiale de numar. sub forma aneuploidiilor
de tip hipoploid si de tip hiperploid;

2. Aberatiile cromozomiale de structura. sub forma leziunilor acro-
matice, rupturilor cromatidice, deletiilor terminale, fragmentelor croma-
tidice acentrice.

Am ales in testarea noastra doar anomaliile cromozomiale care pot
fi recunoscute la microscop cu mare siguranta, eliminind metafazele cu
cromozomii contractati, filiformi, despiralizati, pufosi sau aglutinati pc
care unii cercetdtori ii considera drept cromozomi markeri (Nadeer Wan-
kong si colab.). altii si impreuna cu noi socotim aceste aspecte, drept re-
zultate induse de factorii tehnici din manopera utilizati. Aproape pe fie-
care frotiu si uneori chiar pe acelasi cimp optic am gasit alaturi de meta-
faze cu aspzct normal (cromozomi cu suprafata neteda si uniform etalati).
una sau doud metafaze cu suprafata cromozomilor modificata.

Toate rezultatele au fost trecute pe tabele si grafice.

a) La lotul martor (M), marea majoritate a metafazelor 87.92% (313)
au fost normoploide, formate din 42 de cromozomi. Din 356 metafaze ci-
tite numai 43 (12.086%) sint aneuploide, 39 hipoploidii (10,96%) si 4 hiper-
ploidii (1,12%,). Dintre metafazele hipoploide predomini evident, celulele
cu pierderi minime de 1 cromozom (17) in procent de 4,77% si 2 cromo-
zomi (13) in procent de 3,65%, din totalul metafazelor examinate. Am ga-
sit numai 4 forme de hiperploidii. fiecare cu 1 cromozom supra-
numerar (1.12%).

Daca urmarim aberatiile cromozomiale de numar la cele doua sub-
loturi, observam ca aneuploidiile sint ceva mai crescute la masculi (MM —
14,370 ), fati de sublotul femel (MF — 9,89" ), dar formele de hipoploidii
sint acele predominind, cele cu pierderi minime de cromozomi (MF —-
9.347¢); MM — 13%) (fig. nr. 1).

Aberatiile cromozomiale de structura, la animalele lotului marto:
au fost prezente in urmatorul procent: 99,49% cromozomi cu structura
normala; 0.519, cromozomi cu anomalii de structura, dintre care deletiil¢-
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au atins un procent de 0.18% (27); leziunile acromatice 0,16 (24); ruptu-
rile cromatidice 0,07" (11 cromozomi), fragmentele acentrice 0.08", (12).
La cele douad subloturi procentul anomaliilor cromozomiale de structura
este foarte apropiat (MM -— 0,54%,; MF — 0.48%). doar ca pe primul loc
de frecventa la femele sint deletiile (0,29 ). in timp ce la masculi leziunile
acromatice (0,179 ) si deletiile (0.16%).

Toate aceste date cifrice si procentuale gasite la lotul martor si ana-
liza lor pe tipuri de aberatii si sexe (fig. nr. 1 si 2) ne permit si
aflam cd modificarile de numar si structurd cromozomiald sint minime si
ca atare farad semnificatie deosebité, astfel c3 aceste date pot fi utilizate
ca cifre de referinta in cercetarea noastrd. Astfel de procente pini la 10%
noi le-am gasit si la sobolanii martori proveniti de la biobaza IMF Cluj-
Napoca si ca atare ele pot fi considerate fie ca o consecinta a unor abee
ratii spontane, posibile si descrise si de alti autori (De Curtis), fie con-
secinta unor artefacte provocate insasi de factorii tehnici utilizati (colchi-
cinizare, hipotonizare, fixare, etalare etc.). dupa cum sus{in mul{i autori
(Grepenberg — 1964: Migeon — 1964; Mertz — 1964 si Wiener — 1965).
Aceste considerente sint valabile la ambele grupe de aberatii cromo-
zomiale: de numadr si de structura.

b) La Lotul C—1. din 410 metafaze citite, majoritatea, 87,56, sint
normale numeric. numai 12.44% (51) prezinti modificiri de numar, din
care o singura celuld are un cromozom in plus (0.24%¢) 'si 12.19% (50)
metafaze prezintd hipoploidii. Dintre aneuplidiile hipoploide predomina
evident celulele cu pierderi minime de 1 cromozom (5,37%).

Daca analizdm comparativ procentul aberatiilor cromozomiale de
numar la cele doua subloturi, observam ci la femele numarul metafazelor
aneuploide este de doud ori mai mare fatd de sublotul mascul
(CF—5=16.18" : CM—5=8.73%) (fig. nr. 1).
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Cromozomii cu anomalii de structurad ating un procent de 0,61%; si
sint reprezentati in ordinea frecventei de; 1. deletii 0,25% (42); 2. leziuni
acromatice 0,16% (28); 3. rupturi cromatidice 0,13%; (23); 4. fragmente
acentrice 0,06%. (10). Dacd comparam aceleasi procente si tipuri de abe-
ratiuni structurale la cele doua subloturi atunci constatim aceeasi ordine
de frecventa dar procente usor crescute la sublotul mascul (CM—1),
(fig. nr. 2).
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Fig. nr. 2

c. La lotul C—>5, din cele 394 metafaze examinate la microscopul cu
imersie, 87,569 (345) prezinta 42 de cromozomi si numai in 49 celule am
gisit metafaze modificate numeric (12,44%), 48 metafaze fiind hipoploide
(12,18%) si numai o singurd mectafazd de tip hiperploid (0,26%). Din
totalul metafazelor hipoploide predomina celulele cu pierderi minime de
1 (3,81%) si 2 cromozoni (2,28%). Dintre hiperploidii am géisit o singurd
metafazi cu un cromozom supranumerar.

Dacd compardm cele doua subloturi femel si mascul din lotul C—S5,
rezultatele obtinute aratd procente generale asemainitoare, astfel: la
sublotul CF—5 metafazele normoploide ating un procent de 88,21%
(172 celule) iar la sublotul CB—5 un procent de 86,93% (172 celule). La
sublotul femel metafazele hipoploide sint in numir de 22 (realizind un
procent de 11,28%, dar in acest procent predominad evident celulele din
care lipseste un singur cromozom (11 celule — 5,64%) in timp ce hipop-
loidiile cu pierderea a 2 cromozomi este prezentd doar intr-o singura
celula (1 celula = 0,51%).
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La sublotul mascul (CB—5) din cele 26 de celule hipoploide (13,07%)
predominad metafazele cu pierderi de 2 cromozomi dintr-o - celula
(8-metafaze == 4,02%,) in timp ce metafazele cu un singur cromozom
in minus ating un procent mai scazut (4 celule = 2,01%). Cele aratate
mai sus dovedesc c3d in ambele subloturi existd aproape acelasi procent
de hipoploidii dar diferd tipul de hipoploidie astfel ca la sublotul CF—5
predomina hipoploidiile cu pierderea a 2 cromozomi dintr-o celula, pe
cind in sublotul CB—5 predomina hipoploidiile cu pierderea unui singur
cromozom dintr-o celula, (fig. nr. 1).

In domeniul hiperploidiilor datele obtinute de noi sint nesemnifica-
tive, fiind vorba doar de o singuri celuld cu un cromozom in plus care
la sublotul CF—5 lipseste.

In ceea ce priveste aberatiile cromorzomiale de structura studiul
nostru citogenetic a cvidentiat la lotul C—5 un numir de 87 (0,53%)
cromozomi cu anomalii de structura din care in ordinea frecventei (au
fost reprezentate toate tipurile descrise si la loturile anterioare) sint
urmitoarele: 1. leziunile acromatice in numar de 26 (0,16%); 2. deletiile
in numar de 23 (0,14%); 3. rupturile cromatidice in numar de 20 (0.12°;);
4. fragmentele acentrice in numar de 12 (0,07%) {ig. nr. 2))

Comparind rezultatele la cele 2 subloturi, constatdm aceleasi tipuri
de aberatii cromozomiale dar intr-un procent usor modificat: la sub-
lotul CF—5 procentul anomaliilor cromozomiale este 0,570 in timp ce
la sublotul CB—35 procentul este usor mai scazut. de 0.48%.

Ordinea de frecventd a leziunilor acromatice, deletiilor si a ruptu-
rilor cromatidice diferd in cele doud subloturi, astfel: leziunile acromatice
si rupturile se afla pe primul loc, atingind ambele un procent de re-
prezentare de 0,14".. (12 cromozomi): la sublotul mascul (CB—5) deletiile
ating un procent mai mic de numai 0.13%. In comparatie cu aceste date.
la sublotul femel (CF—35) leziumile acromatice sint pe primul plan si
ating un procent de 0.17%, fiind urmate apoi de deletii (0,16"), in timp
ce rupturile cromatidice se afla pe locul 3 cu un procent de 0,1%. Aceste
mici diferente procentuale fiind insd de ordinul sutimilor nu au o sem-
nificatie aparte in testul nostru.

Comparind in final datele procentuale ale aberatiilor eromozomi-
ale la cele 3 loturi din experimentul nostru (M. C—1 si C—2 rezultatele
obtinute aratd urmaétoarele aspecte:

— numarul celulelor normoploide si numarul celulelor aneuploide
cu setul cromozomial modificat numeric, ating procente foarte apropiate
la loturile tratate cu coryl-aluminiu-polifenolat. indiferent de dozele
administrate in experimentul nostru (la lotul C—1 celulele normoploide
— 87.56%,: celule aneuploide -- 12.44%: la lotul C—5 celulz normo-
ploide =: 87.56° .: celule aneuploide = 12.44%). aceste date fiind asemi-
natoare cu cifrele gasite si la lotul martor (celule normeplnide = 87.92" :
celule aneuploide = 12.08%).

— numarul total al cromozomilor cu aberatii de structura este
usor crescut,  la animalele tratate cu coryl-aluminiu-polifenolat
fata do lotul martor: M—0,51%:: C—1—0.61% si C—5—0.53°,. .

Difer~nta minima dintre lotul martor si loturile tratate. precum si
faptul ca la animalele tratate cu doze mai concentrate .d11_1 sqlutxa testata
(5 ¢ din DLx) aceste anomalii de sturcturd cromozomiald ating un pro-
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cent mai mic decit la animalele lotului C—1 care au primit doar 1% din
DL;y, dovedesc lipsa de nocivitate a  coryl-aluminiu-polifenolatului.
asupra cromozomilor de sobolani.

Fata de lotul martor numai aberatiile cromozomiale de structura
de tipul rupturilor cromatidice sint intr-un numéar mai mare (C—1=0,13%;
C—5=0,129, la animalele tratate cu coryl-aluminiu-polifenolat
(M=0,07"4), in timp ce leziunile acromatice ating acelasi procent la
toate 3 loturile (martor si testate), iar fragmentele acentrice ating cifre
chiar mai mici decit la lotul martor (C—1 = 0,06%,; C—5 = 0,07%;
M = 0,08" ). Deletiile fiind mai scdzute la lotul C—5 (0.149%) decit la
lotul C—1 (0.25%), iar procentul madiu al loturilor testate fiind mai mic
(0,145%) decit procentul deletiilor la lotul martor (0.18%;) dovedesc
aceeasi lipsa de nocivitate a coryl-aluminiu-polifenolatului asupra cro-
mozomilor de sobolani.

Concluzii

Studiul nostru exp~orimental efectuat pe 3 loturi de sobolani: un lot
martor de referintd (LM), doua loturi de animale la care s-a administrat
coryl-aluminiu-polifenolat in doze diferite: C—1 (1% din DL,,) si C—5
(3" din DL;y), prin rezultatele obtinute la examenul cariologic (citoge-
netic) putem trage urmitosarele concluzii:

1. Coryl-aluminiu-polifenolatul administrat in doze de 1% si 5%,
din DL-, nu induc modificiri cromozomiale.

2. Nici anomaliile cromozomiale de numar si nici anomaliile cromo-
zomiale de structurd nu le-am gisit in procente mai ridicate si cu sem-
nificatie patologicd la animalelc testate (tratate cu coryl-aluminiu-poli-
fenolat) in comparatie cu animalele de refcrintd din lotul martor.






